3\u27-Methyl-4-Dimethylaminoazobenzeneによって誘発したラット肝癌のButyrylcholinesterase活性についての組織化学的および細胞化学的研究 by 横山 繁昭 et al.
札幌医誌　47（3）309～320（1978）
3’一Methy1－4－Dimethylaminoazobenzeneによって誘発した
　　ラット肝癌のButyrylcholinesterase活性についての
　　　　　　組織化学的および細胞化学的研究
横山繁昭　金子愛子　伝法公麿
　　　　千坂一二　森　道夫
札幌医科大学病理学第2講座　（指導　小野江為則）
Histochemical　and　Cytochemical　Studies　on　the　Butyrylcholinesterase
　　　　　　Activity　of　Rat　Hepatoma　induced　by　3’一Methyl－
　　　　　　　　　　　　　4－Dimethylaminoazobenzene
Shigeaki　YOKOYAMA，　Aiko　KANEKO，　Kimimaro　DEMPO，
　　　　　　Noriyasu　CHISAKA　and　Michio　MORI
　　Dゆα吻z8雇q戸％漉oZo9：y（36漉。π2），8ψρ07ηルZ8読6αJ　Co〃89θ
　　　　　　　　　　　（Cゐかげ二1rπゾT．07zoの
　　The　butyrylcholinesterase（B－Ch　E）ac亡ivity　of　the　rat　hepatoma　induced　by　3！一methyl－4－dilnethylami－
noazobenzene（3へMe－DAB）was　studied　histochemica11y　by　the　method　of　Karnovsky　and　RoQts．
　　工nnor皿al　adult　rats，　any　cells　in　the　liver　did　not　show　the　B－Ch　E　activity，　while　intestinal　Inucosal
cells　exhibited　a　prominent　activity．　In　the　hepatomas　induced　by　3ノーMe－DAB，　some　hepatoma　cells　3howed
intense　activity　of　B－Ch　E．　On　the　other　hand，　nQncancerous　portions　of　the　liver　did　not　show　any
positive　reactiQn．　The　B－Ch　E　activity　was　most　intensely　seen　in　the　hepatQmas　with　an　anaplastic
pattern，　especially　in　the　areas　where　small　hepatoma　cells　proliferated　in　a　sheet－like　pattern．　On　the
other　hand，　we11－di任erentiated　hepatomas　and　hepatomas　with　an　adenomatous　pattem　were　barely　staina－
ble．　By　electron　microscQpy，　the　reaction　products　were　found　to　be　well　localized　in　the　citernae　of
endoplasmic　reticulum　and　nuclear　envelopes．
　　It　was　suggested　that　B－Ch　E　might　be　an　adequate　marker　of　hepatoma　Iik：e　alpha－fetoprotein．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　November　22，1977　and　accepted　December　12，1977）
緒 言
　がんが病理組織学的に様々の組織像を呈することは良く
知られているが1），このような組織像の差が，がん細胞の
生物学的な性状の差によるものであるかどうかは2β），興
味のある問題であろう．我々の教室で研究されている3ノー
methyl－4－diinethylaminoazohenzene（3ノーMe－DAB）によ
るラット肝癌では，出来上った腫瘍がヒトの肝癌と同様
に，組織学的，超微構造的に様々なパターンに分類され
る4四11）．3’一Me－DAB肝癌の形態学的な分化度は，組織学
的，超微構造的に検索されているが，一般に，がんの機能
的な分化の偏碕は母組織に固有の酵素の活性低下や，アイ
ソザイムの臓器固有のパターンからの逸脱の程度により，
かなり推察することができる12～18）．肝細胞のマーカー酵
素とされている91ucose－6－phosphatase（G－6－Pase）は多
くの肝癌で低下することが知られており，しかも未分化に
なるにつれてその活性を失う15，19＞．しかし，この酵素は単
なる細胞傷害によっても容易にその活性を失うことも知ら
れており20），また，この酵素のアイソザイムも未だ発見され
ていないので，分化度を知るマーカーとはなりにくい．
　一方，このG－6－Paseと同じく，ラヅト肝細胞の小胞体
にその活性の大部分が存在するとされている非特異的エス
テラーゼ16～18，21 は，KanekQら16d8）によって，セルロー
スアセテート膜上での電気泳動により，約5本のアイソザ
イムに分けられることが明らかにされた．また，そのアイ
ソザイムパターンは，3’一Me－DAB肝癌形成過程において，
癌化に伴い幼児型，更に胎児型へと偏椅する．興味あるこ
とには特に，胎児型にみとめられる最：も陰極側に泳動され
るエステラーゼがbutyrylcholinesterase（B－Ch　E）活性
を有していることである．このB－ChEは正常成熟ラッ
トでは小腸粘膜に強い活性をみとめるが，肝ではほ．とんど
活性をみとめない．また，再生肝においてもほとんど活性
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をみとめず，胎児肝に軽度にみとめられるだけであるが，
3’一Me－DAB肝癌組織では強い活性がみとめられるという．
　B－ChE活性が肝癌に出現することは他の研究者達22・23）
によっても報告されているが，組織化学的証明における
B－ChE活性の特異性には問題があり，また，このB－ChE
活性とアゾ色素肝癌の組織型との関連性については詳細な
研究がない．そこで著者らは，B－ChEの組織化学の特異
性を入念に吟味して至適の条件をみつけ出し，その条件の
もとで3’一Me－DABによって形成された個々の肝癌を1ケ
ずつ取り出し，その連続切片を作製して，組織型とその
B－ChEの組織化学とを正確に対比することによって3’一
Me－DAB肝癌の組織像とB－Ch　E活性との関係を検索
し，肝癌の分化度とB－ChE活性の意義について検討した．
材料および方法
動物は体重約200gのWistar系雄ラットを用い，基礎
飼料（オリエンタル酵母K．K．，東京）に3ノーMe－DABを
0．06％の割合に混じたものを16週間から22週間，水と共
に連続的に自由に与え，肝癌を形成した20匹のラットの
32個の肝癌組織を検索した．対照としては同系雄正常成
熟ラットの肝と小腸，および胎生18日目のラット胎児肝
を使用した・
　光顕的検索＝動物は断頭し，脱血後，直ちに肝を取り出
し，厚さ約4mmのスライスを作製し，周囲の非田部を含
む腫瘍をトリシングし，すばやくこれをドライアイス・ア
セトンで一70。Cにしたn一日遅サン中で凍結した．また一
部は10餌取ホルマリンまたは冷カルノア液で固定後，パ
ラフィン切片を作製し，ヘマトキシリン・エオシン（H・E）
染色して組織学的に観察した．
　組織化学的検索：一20。Cのクリオスタット中で同一の
凍結ブロックにつぎ3枚ずつ，10μの連続切片を作製し，
スライドグラスにはりつけ，直ちに乾燥したものを用いた．
　B－ChE活性の検出には1枚目の切片を固定することな
しにKarnovskyとRoots24）による浸漬液（butyrylthi－
ocholine　iodide　151ng，0．1　M　phosphate　buEer（pH　6．0）
19．5m♂，0。1　M　sodium　citrate　1．5　mZ，30　mM　CuSO43
m♂，dist．　water　3　m♂，5mM　potassium　ferricyanide　3
mの中で37。Cで浸漬した．
　結果の項で述べるようなB－ChE組織化学的検索法の
吟味によって，浸漬時間は1時間とするのが最も特異的な
条件と考えられたので，本実験ではすべてこの条件で行っ
た．浸漬後，切片を蒸留水で洗い，10傷ホルマリンで15
分間後固定を行い，洗浄後，グリセリンゼラチンで封入し，
光学顕微鏡で観察した．2枚目の切片は10傷ホルマリン
固定後，H・E染色を行い，3枚目の切片はWachsteinと
Meise125）の方法によりG－6－Pase活性を検出し，これらと
B－ChE活性部位とを比較検討した．
　電顕的検索＝動物はエーテル麻酔下で直ちに開腹し，ま
ず門脈より約30m〃m量nの速さにて1．25％グルタールア
ルデヒド（0．1Mカコジル酸緩衝液，　pH　7護）溶液で約1分
間潅流固定26・27）を行い，直ちに7．5％しょ糖を含んだ0～
4℃の0．1Mカコジル酸緩衝液（pH　7．4）を潅流すること
により洗った後，肝を取り出し約1mmの厚さのスライス
を作製し，前述の固定液で0～40Cにて約10分間再固定を
行った．よく固定された肝癌部をトリシングし，これを
前述の0～4℃の緩衝液に漬け，約1～2時間洗った後，
Vibratome（Oxford糞蝿）で電顕用として約40μの切片
および光顕用として15～20μの切片を作製した．各々の
切片は前述のKarnovskyとRoQtsらによる浸漬液に
15％のしょ糖を含んだ反応液に1時間浸漬した後，上述の
緩衝液で洗い，20μ切片は光顕的に観察し，電顕用は，実
体顕微無下で陽性を示す部分を選びだして1弩OsO4にて
後固定を行い，型のごとくエチルアルコールで脱水後，
Luft28）に従ってEpon8！2に包埋を行い，LKB　ultratome
にて切片を作製し，クエン酸鉛で単染色後，JEM　100　C電
子顕微鏡で観察撮影を行った。
結 果
1）B・ChE組織化学的検索法の吟味（特に浸漬時間に
　ついて）
　B－Ch　E活性をKarnQvskyとRootsら24）の方法に準
じて組織化学的に検索する際，まず浸漬時間について種々
の検討を行った．すなわち，原法による2時間の浸漬では
正常成熟ラットの小腸粘膜上皮は強く染色されたが，一部
の結合織も弱く非特異的に染色された．肝では，大部分は
陰性であるが一部の肝細胞の細胞質がわずかに染色され，
また，核酸および結合織の弱染など非特異的な反応をみと
めた．2時間以上浸漬を行うと時間に比例して，これらの
非特異的な反応が増強した．これに対して，1時間の浸漬で
は小腸粘膜上皮においてのみ充分に強く染色され（photo．
1A），肝では正常肝細胞および非実質細胞はほとんど反応
産物をみとめず，非特異的な反応もみとめなかった（photo．
4＞．胎仔肝では小数の肝細胞に不規則な分布でわずかに活
性をみとめた．
　また，生化学的検索のためにセルロースアセテート膜上
で組織ホモジネートを展開したものを同上の浸漬液で染色
すると，1時間の浸漬では小腸粘膜上皮で出現する最も陰
極側のバンドのみが特異的に強く染色されるのに対して，
2時間以上の浸漬では，正常肝細胞に存在する非特異的エ
ステラーゼのバンドおよび非実質細胞に存在する非特異的
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エステラーゼのバンドも染色されてくる18）．
　これらの結果から，2時間以上浸漬を行うと，核染およ
び拡散などの非特異的反応やB－ChE以外の非特異的エ
ステラーゼによる反応が生ずることが示された．また，基
質を含まない浸漬液および阻害剤として10－4Mのエゼリ
ンを含んだ浸漬液でそれぞれ，1時間浸漬を行った対照実
験では，いずれも陰性であった（photo．1B）．更に，電顕
的に活性の保存も充分で，その局在性もよく保たれてお
り，浸漬時間を1時間とする本法の特異性が確められた・
2）光顕的所見
　3ノーMe－DAB飼育16週以後22週までに形成された肝癌
は，組織学的にStewartとSne129）の分類に従うと次の
4つの型に大別することができる．
　①　索状癌型（trabecular　carcinomatous　pattern）
　②　腺癌型（adenocarcinomatous　pattern）
　③　低分化二型（anaplastic　carcinomatous　pattern）
　④　肉腫型（sarcomatous　pattern）
　しかし，これらの組織学的なpatternは1個の癌結節組
織内で複雑に混り合って存在することが多く，索状二型と
腺癌型が共存し，両者の間に低分化山型を示す部分が介在
してみられることがしぼしばあり，特に腺癌型と低分化癌
型とが混在する形が多くみられた（photo．7A）．
　この低分化癌型では癌細胞は比較的小型で充実性胞巣を
形成し，細胞学的には細胞境界は不明瞭でシート状に配列
して増殖しており，核ノ細胞質比が大きく，細胞質は強い好
塩基性を示し，核は円形で明瞭な核小体を数個みとめ，核
分裂像もしぼしぼみとめられた．また，この低分化二型
を呈する部分にはしぼしば髄外造血巣がみとめられた
（photo．2）．
　組織化学的にB－ChE活性は，周囲の非癌組織にはほ
とんどみとめられず，肝癌部のみに強い活性をみとめた
くphoto．3，4A，4B）．特に低分化轡型を示す部分では，検
索したすべての例が陽性で，充実性胞巣を形成し，シート
状に増殖する癌細胞の細胞質に赤褐色の反応産物をびま
ん性あるいは微細穎粒状にみとめ，強い活性が示された
（phQto．5A，5B）．一方，多くはこの充実性胞巣部と連続
してみられる腺癌型では，一部に軽度の活性をみとめた
が，大部分は陰性であった（ph。to．7A，7B，8A，8B）。
しかし，充実性胞巣部を混じない腺癌型においては，一部
比較的強い活性をみとめるものもあった．索状三型を示す
部分はEdwardsとWhite30）によるとHepatoma　type　I
とtype　IIに分けられているが，厚い細胞索を示すtype　I
の部分ではほとんど活性を示さなかったが（photo．9A，
9B），薄い細胞索を示すtype　IIの部分ではB－Ch　Eを示
した（photo．10　A，10　B）。
　このB－ChE活性の分布とは反対に，連続切片でのG－
6－Pase活性は増生結節を除く周囲の非癌組織に強い活性
を示したが，肝癌部ではほとんど陰性であった（photo．3，
4A）．
3）電顕的所見
　Vibratome切片で光顕的に強いB－Ch　E活性が証明さ
れた（ph。to．4B，5A，5B）低分化癌型を示す癌組織を材
料として用いた．
　癌細胞は比較的小型の多角形細胞で不規則な配列を示
し，腫瘍細胞同志は一般に比較的密に接触している（photo．
11～12）．まれに比較的広い細胞間隙をみとめる場合には
間隙に向ってmicrovilliを形成し，また，不完全ながら拡
張したbile　canaliculusを思わせる構造を形成しているこ
ともある（photo．12）．核は細胞質に比して大型で，明瞭な
核小体を持ち，回縁は不規則である，細胞質は小器官には
比較的富んでおり，ミトコンドリアは比較的大型のものが
多く，不規則な形をとるものが多い．小胞体は粗面小胞体
（r－ER）が比較的多いが，内腔の拡張，空胞化が著しい・滑
面小胞体（s－ER）は少なく，また，検索した範囲ではペルオ
キシゾームはみとめられなかった（photo．13，15）．
　B－ChE活性は小胞体言に局在しており，拡張，空胞化
などを示さないr－ER，核膜槽に強い活性をみとめた．ま
た，一部，細胞膜面にも活性をみとめた（photo．13，15）．
考 察
　B－ChE活性の組織化学的検出において，結果に示した
ように浸漬時間をKarnovskyとRootsら24）の原法より
短縮することにより，特異的な条件を得た．Karnovsky
とROQtsら24）によると浸漬液のpHを変化させたり，液
の組成を変えると拡散や核染などの非特異的反応を生じる
と述べている．彼らは浸漬時間と非特異的反応の関係は述
べていないが，一般に酵素組織化学においては浸漬時間は
短いほどよく，特に1時間を越えない方が原則として特異
性の点から好ましいとされている31）．我々が長時間浸漬す
ることによって生じた非特異的な反応は，時間と共に液の
pHや液成分の濃度が変動することによって生じたものと
考えられる．また，正常肝細胞質の反応は生化学的検索か
ら，正常肝細胞の細胞質に存在する非特異的エステラーゼ
によるものと考えられ，GQIdfarb23）が行ったovernight
の浸漬はむしろ，特異性の点から問題があるとされよう．
また，我々の条件では正常成熟ラットの小腸に充分強い活
性をみとめ，肝ではほとんど活性をみとめなかったが，こ
のことはHolmesとMasters21）およびKanekoら16～18）
の生化学的検索に完全に一致するものである．
　3’一Me－DABの経口的な連続投与によってラットに非常
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に多彩な肝癌が形成されることが知られている2～4，7四11）・
これらの肝癌はS亡ewar亡とSne1129）によると四つの型に
大別されるが，1個の癌結節の中にこれら四つの組織型が
複雑に組み合わされ，馨り合って存在することが特徴的で
あるとされている．我々の実験においても同様の結果を
得た．更に特徴的なことには，各々の癌結節の中にana－
Plastic　carcinomatous　pattemに当る充実性胞巣を示す
部分が含まれることが程度の差はあれ，非常に多かった・
しかもこの部分にはしぼしば胎児肝にみられるような髄外
造血巣がみとめられることが注目された．
　B－ChE活性は組織化学的に肝癌部の癌細胞にのみ陽性
であり，周囲の非癌部組織は陰性であった．このことは
B－Ch　Eがhepatoma－associated－enzymeであることを
示すものであり，B－ChE活性は肝癌のマーカーとなりう
るものと推察された．しかも，Kanekoら16卍18）によると
再生肝ではこの酵素活性の上昇をみとめないので，B－ChE
活性は単に増殖性の反映とはみなし得ない．
　肝癌の組織型とB－ChE活性の関連性をみると，組織学
的にanaplastic　carcinonlatous　patternを示し，小型の
癌細胞がシート状に密に配列している充実性胞巣部ではす
べてB－ChE活性が陽性であり，この部位に最も強い活性
が証明された．一方，adenocarcinomatous　patternを示
す部分では一部門陽性を示すものもあるが大部分は陰性で
あった．また，trabecular　carcinomatous　patternを示
す部分では高分化型とされているHepatoma　type　I3。）で
はほとんどが陰性であり，より未分化とされているtype
IIでは陽性であった．
　Kanekoら16～1＄）によると，生化学的にもdiethylnitro－
samine（DNE）投与によって形成された分化型索状肝癌で
はB－Ch　E活性は軽度にしか出現しないが，3’一Me－DAB
肝癌では高い活性を示すと述べられており，また腹水肝癌
AH　130のように著しく脱分化した肝癌細胞にはB－Ch　E
活性はみとめられない．このことから，B－ChE活性の組
織化学的な所見は肝癌の分化度と密接な関連性があること
が示唆される．すなわち，B－ChE活性は分化度の高い肝
癌や脱分化の程度が強い肝癌ではみとめられないものと推
察される。
　また，興味あることには，組織化学的にB－ChE活性を
強く示す肝癌組織においてα一フェトプロテイン（AFP）が
蛍光抗体法で陽性になる（千坂・横山ら，未発表）ことから，
B－Ch　E活性を示す肝癌はAFPなどの胎児性蛋白を産生
する肝癌と同程度の分化度を示すものと考えられる．3’一
Me－DAB肝癌形成過程における肝のB－Ch　E活性の変動
をみると，B－Ch　E活性は血中AFPの変動と平行関係に
あり2峰性を示す（横山・金子ら，未発表）．
　一方，胎児肝に活性をみとめることから，B－ChE活性
は肝エステラーゼの胎仔型とも考えられるが，癌胎児蛋白
とされているAFPは胎仔肝で高度に産生されるのに対し
て，B－ChEは軽度の活性しかみられず，肝癌の方がはる
かにその活性が強い．肝癌にAFP産生をみることは癌細
胞の脱分化による胎児肝へのあともどり現象と考えられる
ので，AFP 癌胎児蛋白とすることに問題はないが，
B－ChE活性は胎児肝よりも肝癌に特に強くみられること
は，他の解釈が必要と考えられる．ここで注目されるのは
小腸粘膜上皮細胞が強いB－ChE活性を示すことであろ
う．すなわち，B－ChE活性が肝癌に出現する意義は発生
学的に肝臓の原基と同じく，前腸から発生する小腸粘膜上
皮に強い活性をみることより，癌化に伴うdisdifferentia－
tionによって肝癌が部分的に腸への分化を示しているも
の 解釈することができるかもしれない32）．
　以上のことより，B－Ch　Eは肝癌関連酵素（hepatoma－
associated－enzyme）であり，3’一Me－DAB肝癌形成過程に
おいてAFPと並んで肝癌の有力なp・sitive　markerと
なりうること，および肝癌 分化度を推察する手がかりと
なりうることが明らかにされたが，このB－ChEが癌細胞
内においてどのような代謝的役割を演じているかは未だ明
らかではなく，今後解明されるべき重要な課題と考えら
れる．
要 約
　ラットの3’一Me－DAB肝癌組織におけるB－Ch　E活性
を組織化学的に検索し，腫瘍の分化度と本酵素の出現との
関係を追求した．組織化学の方法はKarnovskyとRoots
に準じて行った．対照とした正常成熟ラットでは小腸の粘
膜上皮に強い活性を認めたが，肝では実質，非実質細胞共
にほとんど活性を認めなかった．肝癌組織では腫瘍部の癌
細胞の細胞質にのみ強い活性を認められた．周囲非宇部で
は活性を認めなかった．こうした傾向はG－6－Pase活性の
分布とは逆であった．組織化学的活性の強さと肝癌の組織
型との関連をみると，低分化肝癌に最も強く，特にシート
状増殖を示す部分で強い活性をみとめた・しかし，索状配
列を示す分化型肝癌や腺癌型を呈する部分では弱く，大部
分は活性をみとめなかった，超微構造的には癌細胞の小胞
体および核膜槽にB－ChE活性の局在を証明した．以上．
より，B－Ch　EはAFPと並んで肝癌の指標となり得るこ
とが示され，同時にその分化度の指標の1つとして有用と
考えられた．
　（本文の要旨は第33回，第34回日本癌学会総会において
発表した．また，本研究の一部は文部省科学研究費の助成
をうけて行った。）
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Explanatioh　of　Photographs
Photo．　1　　The　intestinal　mucosa　of　normal　adult　rat．×500．
　　　　　　　　　　　A＝B－Ch　E　act－vity．
　　　　　　　　　　　B：B－Ch　E　activity，　incubated　in　the　medium　containing　10－4　M　eserine．
Photo．2　3’一Me－DAB　hepat．oma（anaplastic　carcinomatous　pattern）．×250．
　　　　　　　　　　　Extramedullary　hematQpoietic　foci　are　seen　in　the　hepatoma　nQ．dule．
Photo．　3　　3ノーMe－DAB　hepatoma　and　normal　liver．×100．
　　　　　　　　　　　1eft　l　G－6－Pase　activity　is　shown　in　the　norlnal　liver　but　not　in　the　hepatoma．
　　　　　　　　　　　right；B－Ch　E　activity　is　shown　in　the　hepatom．a　but　not　in　the　normal　liver．
Photo．　4　　3！一Me－DAB　hepatoma（Vibratome　section）．×100．
　　　　　　　　　　　A＝G－6－Pase　activity．
　　　　　　　　　　　　B＝B－Ch　E　activity．
Photo．5　3’一Me－DAB　hepatoma（Vibratome　section）．
　　　　　　　　　　　A：B－Ch　E　activity．　x　250．
　　　　　　　　　　　　B：High－power　view　o．f　the　same　specimen．×500．
Photo．6　3ノーMe－DAB　hepatoma（anaplastic　carcinomat．ous　pattern），×250．
　　　　　　　　　　　A．：H．＆E．
　　　　　　　　　　　　B：B－Ch　E　activity．
Photo．．7　3’一Me－DAB　hepatoma（mixed　with　anaplastic　carcin．omotous　pattern　and　adenocarci－
　　　　　　　　　　　nornatous　patte■n）．　×250．
　　　　　　　　　　　　A：　H．＆E．
　　　　　　　　　　　　B：B－Ch　E　activity．
Photo．　8　　3ノーMe－DAB　hepatQma（adenocarcinomatous　pattern）．　×250．
　　　　　　　　　　　　A：　H．＆E．
　　　　　　　　　　　　BI　B－ChEactivity．
Photo．9　3’一Me－DAB　hep．atoma（trabecular　carcinomatous　patter；highly－di任erentiated　type）．
　　　　　　　　　　　　X250．
　　　　　　　　　　　　A：　H．＆E．
　　　　　　　　　　　　B：B－Ch　E　activity．
Photo．10　3ノーMe－DAB　hepatolna（trabe．cular　carcinomatous　pattern；poorly－di晩rentiated　type）．
　　　　　　　　　　　　×250．
　　　　　　　　　　　　A：H．＆．E．
　　　　　　　　　　　　BI　B－ChEactivity．
Pho亡。。11－15　　ElectrQn　micrographs　of　B－Ch　E　cytochemistry　in　3！一Me－DAB　hepato．mas．
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Photo．11
Photo．1Z
Photo．13
Photo．14
Photo．15
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Small　tumor　cells　are　arranged　in　a　sheet－form．×2，000．
The　B－Ch　E　p（）sitlve　tu血Qr　cells　form　a　sttucture　like　bile　canaliculus．冬2，600．
Ahigh－power　view　Qf　B－Ch　E　positive　ce1L×10，000
The　cholangiolar　tumor　cells　showing　no　B－Ch　E　reaction．×10，000．
Electron－opaque　reaction　products　are　distributed　in　the　rough　ER　and　on　the
plasma　membralle．×10，000．
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